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. BEVEZETES

. MODSZERTAN (leggyakrabban hasznalt szerolégiai/ molekularis
bioldgiai mddszerek a haszonallatpraxisban)

. MINTASZAM, MINTAVETEL (korszerd mintavételi eljarasok,
mintaszamok a vizsgalat céljanak fliiggvényében)

. DIAGNOSZTIKAI ELJARASOK A GYAKORLATBAN



DIAGNOSZTIKAI KERDES

Milyen kérdésre szeretnénk valaszt kapni?

* Egyedi klinikai megbetegedés(ek) diagnosztizalasa

* Klinikai megbetegedések diagnosztizalasa populacio szinten

* Kérokozo kimutatasa egyed vagy populacio szinten

* El6zetes kitettség detektalasa egyedben vagy populacidban

* Prevalencia meghatarozas (egy konkrét populacidoban, csoportban)

* Incidencia meghatarozas (egy adott populacioban adott id6tartam alatt
el6fordulo Uj esetek gyakorisaga)

* Kérokozo jelenlétének monitorozasa

* Beavatkozas hatékonysaganak ellendrzése (vakcina megeredés,
jarvanyvédelmi intézkedés stb.)



DIAGNOSZTIKAI KERDES

Miért fontos a megfeleld diagnosztika?

* A telepitett allatok egyre értékesebbek
* Alacsony arrések - magas technikai teljesitmény sziikségessege
* Egyre nagyobb telepek/istallok

Az allatok gyorsabban novekednek (broiler, hizosertés) - kevesebb id6
marad a beavatkozasra

* A termel6 allatok termelésben toltott ideje egyre novekszik (pl. tojohibridek)
— a vakcinazasi programoknak hosszabb ideig kell ,m{kodni”

* A fogyasztdok igényei is novekednek - antibiotikum-mentes allattartas,
novekedést serkentdk tilalma, allatjolét ...



DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK

A) IMMUNODIAGNOSZTIKAI MODSZEREK (Ag-At) kapcsolddasan alapuld
modszerek

1) A kapcsolodast kovetdé masodlagos reakcidkon alapuld modszerek (Az Ag-At
reakciot egy masodlagos reakcido koveti, amely lehetévé teszi az els6dleges reakcio
leolvasasat - immunkomplex kicsapddas, VVS agglutinacio ...)

« PRECIPITACIO
« AGGLUTINACIO
e KOMPLEMENT KOTES



DIAGNOSZTIKAI MODSZEREK

2) A kapcsolodast elsédleges reakcion alapuld modszerek (Ahhoz, hogy mérni tudjuk az
Ag-At reakciot, a reakcioban résztvevok kozil az egyiknek kémiai uton jelolve kell lenni
(radioizotop, fluoreszcens festék, enzim stb.)

* RADIOIMMUNOASSAY (RIA)
* IMMUNOFLUORESZCENCIA

e ENZIMHEZ KOTOTT IMMUNSZORBENS ELJARAS (ELISA)
« WESTERN BLOT

* IMMUNHISZTOKEMIA

* IMMUNOHROMATOGRAFIA (Lateral Flow Assay)

« ARAMLASI CITOMETRIA

B) NEUTRALIZACIOS VIZSGALATOK
C) MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREK



AGGLUTINACIO

* Ellenanyagok bivalens felépitéstiek —> kulonb6z6 sejtfelszini
antigénekkel (pl. a baktériumok vagy vorosvérsejtek) reagalva
térbeli haldézatot alakitanak ki igy elbidézve ezen sejtek
O0szecsapzodasat, agglutinaciojat.

* Az elv kilonb6z4 tipusu vizsgalatokban alkalmazhatd, igy
megkulonboztetlink targylemez agglutinaciot, cso-agglutinaciot,
mikrolemezen végzett agglutinaciot.

* A vizsgalat lehet kvalitativ, illetve kvantitativ.



MIKROAGGLUTINACIOS TESZT - MAT (kvantitativ)

* pl. a leptospirosis szerolégiai vizsgalata sertésekben.

* A proba a Leptospira specifikus ellenanyagok, illetve az él6 Leptospira sp.
baktériumok kozotti reakcion alapul.

* A vizsgalt pozitiv savo és a baktériumtenyészet reakcioja agglutinaciéban
nyilvanul meg, ami utana mikroszkop alatt vizsgalhato.

* A préba kvantitativ, az eredmények titerben vannak kifejezve. Az ellenanyag
titere az a legmagasabb higitasi lépték, amely a baktériumok 50%-at
agglutinalta a negativ kontrollhoz képest.



MIKROAGGLUTINACIOS TESZT - MAT (kvalitativ)

(+) meglehetSsen érzékeny; olcso;
gyors;

a magas titer (1:1024) szignifikans
korrelaciot mutat a kérokozo
izolalhatdsagaval megbetegedés esetén.

(-) Leptospira tenyészet fenntartasa;

Nem zarhato ki az operator
szubjektivitasa;

Savo egyszeri vizsgalatanak alacsony a
diagnosztikai értéke, savopar vizsgalata
ajanlott.




HEMAGGLUTINACIO GATLAS — HAG (kvalitativ)

* Egyes virusok kiils6 fehérjeburkanak egyik komponense egyes allatfajok
vorosvérsejtjeivel osszekapcsolodik, térbeli halézatot alakit ki és ezaltal
megakadalyozza a vérsejtek kililepedését.

* A hemagglutinacio jelenségéet ki lehet hasznalni a hemagglutinalé virusok
(NDV, IB, EDS, SIV, PPV..) ellen termelt ellenanyagok mennyiségének
meghatarozasara egy adott vérsavdo mintaban.

* A hemagglutinacio gatlas reakcidban a vérsaveét higitjuk a mikrolemezen,
majd ismert titerd virust (antigént) adagolunk a mikrolemez mintahelyeibe.
Hagyjuk, hogy az ellenanyag-antigén kotodés létrejojjon, majd vorosvérsejt
szuszpenziot adunk a reakciohoz.



HEMAGGLUTINACIO GATLAS — HAG (kvalitativ)

* Amennyiben a szervezetben termeészetes fert6zés vagy vakcinazas
kovetkeztében ellenanyagok termelddtek, a virus felliletén levd
hemagglutinin a specifikus ellenanyaggal reagalva lekotédik, a
hemagglutinacié nem jatszodik le.

* A vizsgalt savo hemagglutinacio-gatlo titerét az a legnagyobb savo higitas
adja, ahol teljes gatlas lathaté.

(+) P Erzékenység (0,005 pug/ml); Olcsé; A szeroldgiai valasz monitoralhaté akar
(telep, epizootiologia egység) specifikus antigénekkel is.

(-) Operator szubjektivitasa nem zarhato ki; | Robusztussag



ENZIMHEZ KOTOTT IMMUNSZORBENS ELJARAS (ELISA)

(Kvalitativ, kvantitativ)

e Kilonb6z6 enzimek (alkalikus foszfataz, torma peroxidaz) kothetbéek
ellenanyagokhoz ugy, hogy ne sériljon az ellenanyag specificitasa, illetve az
enzim aktivitasa sem.

* Az enzim a sajat szubsztratjaval konnyen detektalhatd, az Ag-At reakcid
vizualizalhato, illetve mérheto.

* Az eljaras hasznalhato ellenanyagok és antigének kimutatasara egyarant.

* Leggyakrabban hasznalt teszt formatumok: a sandwich ELISA, indirekt ELISA és
a kompetitiv (blokkold) ELISA.



ENZIMHEZ KOTOTT IMMUNSZORBENS ELJARAS (ELISA)

(Kvalitativ, kvantitativ)

Substrate
Substrate - (

substrate g -Jk’i substrate
(l L Ee-:-:-ndarg.r antibody -' (
g conjugate s
@ -3 "X Inhibitar W 3

-» antigen

Primary antibody
conjugate N\ (” -
. Capture antibody

Direct ELISA Indirect ELISA Sandwich ELISA Competitive ELISA



ENZIMHEZ KOTOTT IMMUNSZORBENS ELJARAS (ELISA)

(Kvalitativ, kvantitativ)

(+) Magas atereszt6képesség;
Gyorsasag;

Automatizalt (részben vagy teljesen);
Magas szenzitivitas és specificitas;

Egyes tesztek alkalmasak a vakcina
immunitas megkilonboztetésére a
fert6zés okozta immunitastol; IgM/IgG
immunvalasz megkilonboztetése.

(-) Anyag és eszkozigény



ENZIMHEZ KOTOTT IMMUNSZORBENS ELJARAS (ELISA)

(Kvalitativ, kvantitativ)
11

* A mérési eredmény mindig OD érték, onmagaban nincs jelentésége csak ha
adatot szarmaztatunk bel6le.

S/P érték - indirekt ELISA esetén (a minta mért OD értéke a pozitiv

kontrolhoz viszonyitva) > nem tekintheto titernek, mivel a titer annak a
legmagasabb higitasi léptéknek a reciprok értéke, amely immunoldgiai
reakciot produkal (nem csinalunk higitasi sort).

e Gatlasi % - kompetitiv ELISA esetében (a minta mért OD értéke a negativ
kontrolhoz viszonyitva) > nem tekintheto titernek

* A szamitott érték csak akkor korrelalhato titerrel, ha kett6 kozott linearis
Osszefuggés van!



NEUTRALIZACIOS VIZSGALATOK

* Felmérhetdé az ellenanyag azon képessége, hogy neutralizalja az antigén
bioldgiai aktivitasat in vitro.

* Lehetdévé teszi az ismeretlen virusok azonositasat, illetve a specifikus
ellenanyagszint meghatarozasat.

* EI6 rendszerekben végzett vizsgalatok!



NEUTRALIZACIOS VIZSGALATOK

(+) Az ellenanyagszint kivaléan korrelalhaté a védettséggel; Magas specificitas
és nagyon magas érzékenység;

(-) T Koltség; Technikailag igényes; Képzett operator!

W

Minimalis detektalhato
fehérje (At) koncentracid

i6
0,05 pg/ml

0,0005 pg/ml

0,00005 pg/ml

\

V 4 LI 4

Bakter. agglutinacio

V' 4

Virus neutralizaci




MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREK

Mikroorganizmus/kérokozé orokité anyagat mutatjak ki kidlonbozé
biologiai vagy kornyezeti mintabol.

1) Orokitd anyag (DNS, RNS) kivondsa a mintabél = mechanikai
vagy vegyi uton

2) Konvencionalis PCR - kvalitativ

3) Real-time PCR (gPCR) — kvalitativ vagy kvantitativ

4) Szekvenalas - a mikroorganizmus pontos filogenetikai
meghatarozasa (konvencionalis, gél alapu PCR el6zi meg)



Konvencionalis, gél-alapu PCR

 DNS/RNS kivonas - PCR reakcid (6rokitéanyag sokszorositasa tobb ciklusban)
— PCR termék elektroforézis agar-gélben - Vizualizacié (UV)

(+) Konnyen standardizalhato; Y
Relativ alacsony eszkdz/anyag .
igény =§‘




Konvencionalis, gél-alapu PCR

(-) Alacsonyabb szenzitivitas (ha csak nem Nested PCR);
Nem zarhato ki teljesen az operator szubjektivitasa;

ldGigényes; magasabb a keresztkontaminacio esélye (PCR termékes cs6
felnyitasa); Mintaszam (max.-14-28/gél vs. qPCR 96-384/futds).
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Real-time PCR (qPCR)

* DNS/RNS kivonds —> PCR reakcido (orokitbanyag sokszorositasa tobb
ciklusban) - PCR reakcio értékelése szamitogépes szoftver segitségével (Ct
érték) /

(+) Magas specificitas és szenzitivitas;

Magasan automatizalhato;

Nagy ateresztoképesség (akar tobb szaz
minta vizsgalata néhany oran belil);

Az eredmény (Ct) korreldlhato a
mintaban talalhato korokozo
mennyiseggel.



MOLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREK

»,Detektalhatjuk és mérhetjuk a DNS #Correlation is not #Causatior

mennyiségét Tutankhamon-ban is, de ez nem azt
jelenti, hogy jol van és boldogan szaladgal”

* Legylnk ovatosak amikor a PCR eredményeket
probajuk korrelaltatni a fert6z6képesseggel!

Korlatok vannak, de lehetoségek is:
* Klinikai diagnozis felallitasa (+ korel6zmény,
klinikai kép és kérbonctan)

* Vakcina és vad torzsek gyors
megkulonboztetése

» Vakcinazas hatékonysaganak ellenérzése
* Genetikai hatterli megbetegedések felderitése




MINTASZAM???

* Leginkabb attol filigg, hogy mennyire szeretnénk biztosak lenni az
eredményeinkben?

- (anyagi) kovetkezmények

- Hatosagi és/vagy megrendel6i kovetelmények

- Kockazatvallalasi hajlanddsag (= lehetfség x kovetkezmény)
- Korokoz6 prevalencia

- Jarvanykitorés koltségei

 Mintaszam valtozhat a cél fluiggvényében is...

- Mentesség igazolas
- Vakcinazas hatékonysag ellendrzés

Klinikai diagnosztika



De mégis mennyi az annyi?

Confidence level testing (5,000+ bird flock)
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1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59
Number of samples



De mégis mennyi az annyi?
n= {1-(1-a) x1/D} {N-0,5 x(D-1)}

n=mintaszam; a=szlikséges konfidenciaszint; D=fert6zott dllatok szama; N=dllomdny méret (D/N=prevalencia)

Allomany Feltételezett szeroprevalencia %-ban kifejezve
méret 40 30 25 20 15 10 5 2 1 05 0,1
4 6 7 9 10 12 16 19 20 20 20 20

5 6 9 10 13 17 25 45 78 96 100 100

5 6 9 11 14 19 28 56 129 225 349 500

1000 5 6 9 11 14 19 29 57 138 258 450 950
5 6 9 11 14 19 29 59 147 290 564 2253

10 000 5 6 9 11 14 19 29 59 148 294 581 2588
100 000 5 6 9 11 14 19 29 59 149 299 596 2995



De mégis mennyi az annyi?
ALLOMANY SZENZITIVITAS

* Annak a valdszinlsége, hogy egy pozitiv allomanyban legalabb 1 (vagy tobb)
pozitiv eredményt kapunk (nem ugyanaz, mint a teszt szenzitivitas).

A — n
Ase— 1'( 1-p)
n= mintaszam; p= prevalencia x T, + (1-prevalencia) x ( 1-T5p)

pl. prevalencia= 10%; T¢.= 90%; T¢,= 99%; n= 10

p= 0,10 x 0,90 + (1-0,10) x (1-0,99) = 0,099

A, = 1-(1-0,099 0,65 = 65%



De mégis mennyi az annyi?
ALLOMANY SZENZITIVITAS

* Ertelmezés: ezen a prevalencia szinten az 6sszes allomanybdl 65%-
ban talalunk legalabb 1 pozitiv mintat.

*35% esélyiink van arra, hogy a pozitiv allomanyban nem
diagnosztizalunk egyetlen egy pozitiv esetet sem! Bevallaljuk?

ASe= 1-(1-0,099= 0,88 = 88% eséllyel fogunk legalabb 1 pozitiv
mintat - sokkal konnyebben bevallalhato



De mégis mennyi az annyi?
ALLOMANY SPECIFICITAS

* Annak a valoszinlsége, hogy negativ allomanyok vizsgalatanal csak
negativ eredményt kapunk (nem ugyanaz, mint a teszt specificitas).

=100 x (T,)"

Ertelmezés: a negativ allo o-ban lesz legalabb egy fals

pozitiv eredmény!



GYAKORLAT

* Molekularis biologiai moddszerek — lehetdévé teszik a vakcina torzsek
differencialasat a vad torzsektol.

* Alkalmasak a vakcinazas hatékonysaganak ellendrzésére. Rengeteg hiba
lehetbség rejlik (van) a vakcinazas kivitelezésében, a molekularis bioldgiai
modszerek kifejlesztéséig kevés lehet6ség volt arra, hogy a vakcinazas
hatékonysagat egzakt modon vizsgaljuk.

 Ellenérizhet6 —> keltet6éi vakcinazas hatékonysaga, rekombinans vakcinak
megeredése ...



GYAKORLAT

* Az, hogy rendelkezésre all egy modszer még nem garantalja a diagnosztikai
sikert - alkalmazott vakcina tipus, vakcindzas ideje/mddja, mintavétel
ideje/mindsége...

* pl. IBV keltetdi spray vakcinazas hatékonysaganak ellenbrzése - sokszor csak
igy tudunk meggy6z6dni a vakcinazas milyenségérdl (rengeteg technikai hiba
lehetbség).

\Z

I Mintavétel idépontja & 3-5 nap a vakcinazas utan!!! 2-3 héttel a vakcinazas
utan mar csak azt tudjuk esetleg megallapitani, hogy hogyan terjedt a vakcina
virus az allomanyban.



GYAKORLAT

* Manapsag nem ritka, hogy egy idében tobb (2-3) kiilonb6z6é vakcinat
alkalmaznak (keltet6i IBV vakcinazas) - ilyenkor megvan az esélye annak,
hogy valami nem jol sikerdl.

* pl. az un. Protectotype védekezési stratégiat kovetve 2 IBV vakcinat is adnak a
keltetbben - 4/91 + Massachusetts - szélesebb védelem

| Viszont, ha nem vizsgaljuk nem tudhatjuk, hogy mindketté megeredt-e -
vagy csak az egyik - vagy éppen egyik sem - Hiaba varjuk a protectotype
védelmet!

* Minddssze 10 madar mintazdsaval mar egy tisztabb képet latunk - 10/10
maddarban megeredt a 4/91 és 0/10 madarban sem a Mass vagy pont forditva.



GYAKORLAT
Fert6z6 bursitis (Gumboro betegség, IBDV)

* Vakcinazas hatékonysaganak ellendrzése itt is hasonléan fontos!
* Varians torzsek - mar Europaban sem ritkasag!

N2

Klinikailag nem jon a tipikus Gumboro - de a termelésre és produktivitasra
hatassal lesz - a megfelel6 id6pontban tortént mintazassal megmondhato,
hogy a vakcina megeredt-e vagy sem (5-10 allat)!

Sokszor, f6leg az intermedier+ vakcinaknal, csak a bursa vizsgalataval nem lehet
megmondani, hogy ez egy vakcina vagy egy vad torzs.



GYAKORLAT




GYAKORLAT
FTA KARTYA

« Az FTA kartya egy kémiai vegyuletekkel atitatott celluloz
matrixos papirlap, amelyet ugy terveztek, hogy a biologia mintak
sejtjeit rogzitse.

Cat. No. WB120206 Lot No.17106048

e A rogzités utdn a sejtek membranjai lebomlanak (baktérium =7 2
sejtfal vagy virus capsid) > a koérokozd orokit6 anyaga ezutan ©
szobahomeérsékleten is nagyon hosszu ideig stabil marad. ~
.
* A biolégiai mintaval inokulalt FTA kartya nem minésiil fert6z6 @ .

anyagnak, mivel a kdrokozdk inaktivalodtak. 2 S

Az FTA kartyak dokumentumkeént feladhatdok postai uton, igy
nagyban megkonnyitve a minta szallitast.

Place
Bar Code
Here

* A laborban a kartyakbodl kénnyen kivonhato a korokozé orokitd

anyaga, amely molekularis biologiai moédszerekkel vizsgalhato. Ll se.
; o P 1




GYAKORLAT

Savok mélyhlitése és késobbi vizsgalata?
* Hasznos lehet, VISZONT nem lehet egy altalanos szabalyt mondani!

pl. IBV esetében elég egyszerili (még akkor is hogyha semmi informacié nem all
rendelkezésre csak annyi, hogy milyen korban tortént a vérvétel) mivel a kapott
ELISA titer alapjan meg lehet mondani, hogy ez vakcina vagy fertozési titer.

N2

Vakcina titerek elég alacsonyok (<1 000 vagy éppen, hogy eléri a pozitivitas
hatarat) viszont ha van vad virus cirkulacidé akkor a vagaskori mintakban mindig
magas titert lehet talalni (6 000-8 000 vagy akar >10 000)



GYAKORLAT

Savok mélyhlitése és késobbi vizsgalata?

Madar pneuomovirus (aMPV, TRT, SHS) ugyanaz mint az IB-nél - Ha mar
athangolddas van, (f6leg ha magasak a titer értékek) az mar 100% hogy nem
vakcina immunitas.

N2

Vakcina revertalddas (pneumovirusnal gyakori) vagy vad virus fert6zés altal
generalt magas titer.



GYAKORLAT

Savok mélyhiitése és késobbi vizsgalata?

Gumboro esetében (f6leg intermedier+ vakcinanal) csak az ellenanyag szint
alapjan nem lehet megmondani, hogy vakcina titer vagy vad virus fert6zés
generalta titer, mind a kett6é ugyanolyan immunvalaszt okoz.

Szerologianak gyakorlati értéke az a maternalis immunitas meghatarozasaban
van.

N2

Ha nem keltet6ben, hanem a telepen torténik a vakcinazas hagyomanyos élé
vakcinakkal, a szikimmunitas figyelembevételével meg lehet napra pontosan
hatarozni a vakcinazas idépontjat (ezzel csokkentve annak lehet6ségét, hogy a
vad virus legyen a befuto).



GYAKORLAT (Sertés)

» Szerologiai vizsgalatoknak (ELISA) jelentGsége f6leg a mentesség igazolasaban
van (Mycoplasma, APP, PRRS).

* Molekularis bioldgiai modszerekkel el lehet kiiloniteni a vakcina virust a vad
virustdl (él6 vakcina hasznalata esetén), APP esetében szerotipizalni lehet az
izolatumot PCR maddszerrel, Mycoplasma gyanu esetén meg lehet mondani,

hogy csak M. hypneumoniae okozza a problémat vagy ott van mellette
esetleg a M. hyorhinis is ...

* | VISZONT, az eredményeket mindig a kliniko-patholdgiai, illetve jarvanytani
kontextusban kell értékelni!



GYAKORLAT

Mycoplasma

* A betegség szeroldgiai elemzése bonyolult, az egyéni immunologiai valaszok
variabilitasa kovetkeztében, tovabb bonyolitja a helyzetet a kulonbozo
forgalomba lévo vakcinak és vakcinazasi programok sokasaga, illetve a relativ
hosszu ideig elhuzddo szeroldgiai athangolodas.

1) Vakcinazas hatékonysaganak ellendrzése - vagohid!

N2

50-100 tudo atvizsgalasaval, megfelel6 pontrendszer szerinti pontozasaval, meg
tudjuk allapitani, hogy a vakcinazas el6tti allapothoz képest javulas tortént vagy
sem.



GYAKORLAT

Mycoplasma

2) Telepi panaszok: nincs alapvetd diagnozis, de vannak légz8szervi tinetek.
Nincs kilondsebb elhullas, de romlanak a termelési paraméterek - tlidok
vizsgdlata a vagoéhidon (patoldgiai elvaltozasok jelenléte/milyensége +
laborvizsgalatok) - a klinikai kép kialakulasaban 1 vagy akar tobb korokozo is
szerepet jatszhat (M. hyo, PRRS, PCV2, APP, Streptococcus...)

 Amikor mar biztosak vagyunk abban, hogy valéjaban Mycoplasma van a
problémak hatterében, akkor kezdjik el teljes vertikumban vizsgalni a
fert6zés dinamikajat (el6neveld, hizlalda ...) és majd csak ezek utan lehet
vakcinazasi programot vagy egyéb védekezési stratégiat ajanlani.



GYAKORLAT
PCV2

Lehet(ne) mérni immunvalaszt, viszont a gyakorlatban nincs olyan allomany, ahol a
hattérben ne lenne ott a vad virus, illetve a vad virus hatasara termelt ellenanyagok.

N2

Torténelmi perspektivat kaphatunk a virus cirkulaciéjarol az dllomanyban/telepen.

» Kocak/kocasiild6k immunstatuszanak meghatarozasa - a maternalis
immunitasnak kulcsfontossagu szerepe lehet a malacok PCV2 asszocialt betegség
kialakuldsdaban (4, MDA korrelalhatd a szérum virémia kimutathatdsagdaval; a
magas kolosztralis PCV2 ellenanyagokkal rendelkezé kocak esetében az alom
kevésbé fogékony a PCVD-re) ERDEMES VIZSGALNI!



GYAKORLAT

Nem csak az allatokat lehet vizsgalni...

INAKTIVALT EDS+ND VAKCINAZAS 16,5 HETES KORBAN

Vakcinazast végezték:

Allatorvostan hallgaték Profi vakcinazé csapat
AEIE SLEE <3 EDS <3 EDS
a vizsgalat titerrel titerrel
id6pontjaban [-GEAIR e Atlag ND  Atlag EDS e Atlag ND
HAG titer HAG titer HAG titer HAG titer
madarak madarak
szama szama
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Dr. van Eck, Utrecht University
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